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LISTE DES ABREVIATIONS

BRAF: V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1
BRCA1/2: breast cancer 1/2

CCNE?1: cycline E1

CTNNB1: géne encodant Béta-caténine

ERBB2: Her2/neu

FIGO: Fédération Internationale de Gynécologie Obstétrique
FoxP3: Forkhead box protein 3

HOX: génes homéotiques Homeobox

INCA: Institut National du Cancer

KRAS: V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
LIE: lymphocytes intra-épithéliaux

OMS: Organisation Mondiale de la Santé

PIK3CA: Phosphoinositide-3-Kinase Catalytic, alpha Polypeptide
PTEN: phosphatase and Tensin Homolog

STIC: serous tubal intra-épithélial carcinoma

T reg: lymphocytes T régulateurs

Whnt: Wingless Integration site



INTRODUCTION

A. EPIDEMIOLOGIE, PRESENTATION CLINIQUE ET DIAGNOSTIC

Le cancer de l'ovaire se situe au 7°™ rang des cancers féminins avec 4375

nouveaux cas diagnostiqués en France en 2005 (statistiques selon 'INCA). Avec
5éme

3180 déceés par an, il se situe au rang des décés par cancer chez la femme.

Dans la plupart des cas, il est diagnostiqué a un stade avanceé et il est associé de ce

fait a un mauvais pronostic avec une survie a 5 ans de 30% en moyenne.

L’incidence des cancers de l'ovaire est plus élevée en Europe et aux USA, plus
faible dans les pays en voie de développement ou la parité est plus haute [1]. L'age

moyen lors du diagnostic est de 60 ans.

Le facteur de risque le plus important est I'existence d’'une histoire familiale forte de
carcinome ovarien ou mammaire, méme si une prédisposition génétique (notamment
une mutation BRCA1 ou BRCAZ2) n’est retrouvée que chez 10 a 15% des patientes.
Pour une femme ayant une mutation du géne BRCA1, le risque de développer un
cancer de l'ovaire est estimé de 39 a 46%; avec une mutation de BRCAZ2, il est de
12 a 20% [1]. Une annexectomie bilatérale prophylactique est ainsi recommandée
afin de réduire le risque de carcinome chez les patientes agées de plus de 40ans

présentant un haut risque de carcinome ovarien [2, 3].

L’ovulation jouant un role dans la carcinogenése ovarienne, la nulliparité, la
meénarche précoce et la ménopause tardive sont des facteurs de risque de cancer de

'ovaire. La grossesse, l'allaitement et la ligature de trompes sont eux des facteurs



protecteurs [1]. La généralisation de I'emploi de la contraception orale devrait

s’accompagner d’'une baisse de l'incidence pour les générations les plus récentes.

Les symptébmes révélant le cancer de l'ovaire sont peu spécifiques et souvent
absents aux stades précoces. Il s’agit en général de douleurs pelviennes parfois
liées a une torsion ovarienne, d’'une altération de I'état général avec anorexie,
amaigrissement et asthénie, ou de symptémes en rapport avec un épanchement des
séreuses comme l'augmentation du périmétre abdominal liée a la présence d’'une
ascite ou la dyspnée en rapport avec un épanchement pleural [1]. Les carcinomes

de I'ovaire sont donc le plus souvent découverts a un stade évolué.

A ce jour, il n'existe pas d’outil fiable permettant la mise en place d’'un dispositif de
prévention et de diagnostic précoce. Le dosage sérique du CA125 manque de
sensibilité et de spécificité. En effet, ce marqueur n’est pas toujours élevé en cas de
carcinome ovarien et il s’éléve dans d’autres pathologies, bénignes ou malignes [4].
Il existe une meilleure spécificité en associant le dosage du CA125 a la réalisation
d’'une échographie pelvienne par voie vaginale [5]. Le CA125 est plus utile au suivi
post-thérapeutique des patientes afin de dépister la récidive. Celui-ci s’éleve 2 a 6
mois avant les symptémes de récidive. Cependant, il n’a pas été montré de bénéfice
sur la survie en cas de traitement précoce de la récidive devant une augmentation

isolée du CA125 [6].

L’échographie pelvienne transvaginale est 'examen réalisé en premiere intention
devant une lésion ovarienne, mais ne peut pas étre utilisée en prévention et en
dépistage. Elle est plus sensible que le scanner et permet de mettre en évidence

des critéres évoquant la malignité [1]: masse ovarienne tissulaire vascularisée, de



grande taille, kyste ovarien complexe présentant un double contingent solide et
kystique, présence de cloisons épaisses, de projections papillaires solides, d’'une
ascite. Une lésion kystique d’allure bénigne présente une paroi fine et un contenu

liquidien.

Les autres examens d'imagerie ne sont utilisés que pour le bilan d’extension

comprenant en général une IRM pelvienne et un scanner thoraco-abdomino-pelvien.

La preuve histologique du caractére carcinomateux n’est obtenue que par le biais
d’'une exploration chirurgicale avec stadification et chirurgie de réduction optimale si
possible. La biopsie percutanée pour étude histologique n’est pas recommandée du

fait du risque d’essaimage carcinomateux suite a I'effraction tumorale [1].



B. STADIFICATION DES TUMEURS OVARIENNES: FACTEUR
PRONOSTIQUE MAJEUR

L’évolution métastatique des carcinomes peut se faire selon trois voies:

- Par voie péritonéale, apres franchissement de la capsule ovarienne, par le
biais d’un liquide péritonéal drainant les cellules carcinomateuses. Ainsi, du
fait de la pesanteur, les structures péritonéales basses sont d’abord infiltrées
comme le cul de sac de Douglas et les gouttiéres pariéto-coliques, puis
I'épiploon et les coupoles diaphragmatiques.

- Par voie lymphatique avec extension aux aires ganglionnaires régionales:
lombo-aortique et pelviennes.

- Par voie hématogéene, a l'origine des métastases a distance, notamment

hépatiques et pulmonaires.

La stadification du carcinome ovarien est réalisée selon les critéres de la Fédération

internationale de Gynécologie-Obstétrique (FIGO) [7]:

o Stade |I: Tumeur limitée aux ovaires:

IA: tumeur limitée a un ovaire, capsule intacte, pas de tumeur a la surface de
I'ovaire, pas de cellules tumorales dans le liquide d’ascite ou de lavage péritonéal.

IB: tumeur limitée aux deux ovaires, capsule intacte, pas de tumeur a la surface de
I'ovaire, pas de cellules tumorales dans le liquide d’ascite ou de lavage péritonéal.

IC: tumeur limitée a un ou les deux ovaires avec rupture capsulaire ou tumeur a la
surface ovarienne, cellules malignes dans le liquide d’ascite ou de lavage péritonéal.



o Stade II: Tumeur envahissant un ou deux ovaires avec extension au sein du
pelvis:

[IA: extension ou implants sur l'utérus ou la trompe ou les deux, pas de cellules
malignes dans le liquide d’ascite ou de lavage péritonéal.

lIB: extension aux autres tissus pelviens, pas de cellules malignes dans le liquide
d’ascite ou de lavage péritonéal.

lIC: extension pelvienne avec présence de cellules tumorales dans le liquide d’ascite
ou de lavage péritonéal.

o Stade Ill: Tumeur envahissant un ou les deux ovaires avec métastases
péritonéales en dehors du pelvis ou rétro-péritonéales ou métastases
ganglionnaires inguinales.

[IIA: métastases péritonéales microscopiques au dela du pelvis.

[IIB: métastases péritonéales macroscopiques au dela du pelvis mesurant moins de
2cm.

IIIC: métastases péritonéales macroscopiques au dela du pelvis mesurant plus de
2cm ou métastases ganglionnaires régionales ou les deux.

o Stade 1V: Métastases a distance (métastases péritonéales exclues):
parenchyme hépatique ou autres organes ou épanchement pleural malin.

Cependant a stade égal, d’autres critéres pronostiques sont reconnus [1]:
= En cas de carcinome a un stade précoce (stades I, Il), les critéeres

pronostiques reconnus sont I'age, le type histologique et le grade.

= A un stade avancé (stades lll, 1V), d’autres critéres pronostiques sont
capitaux: le résidu tumoral post-chirurgical (supérieur ou inférieur a 1cm) et la

présence d’un envahissement ganglionnaire.



C. LE TYPE HISTOLOGIQUE: AUTRE FACTEUR PRONOSTIQUE
MAJEUR

Environ 90% des tumeurs malignes de l'ovaire sont des cancers épithéliaux

(carcinomes ovariens) [8].

La classification histologique des tumeurs épithéliales ovariennes est basée sur des
critéres morphologiques. Les 4 grands types histologiques (séreux, endométrioide, a
cellules claires et mucineux) montrent une grande ressemblance avec les cellules
normales des différents composants de I'appareil génital féminin. Les cellules
tumorales des carcinomes séreux, endométrioide et mucineux ressemblent aux
cellules épithéliales normales bordant la trompe, I'endométre et I'endocol

respectivement.

Les différents types histologiques sont caractérisés par des présentations cliniques
et des pronostics variés. Ainsi, les carcinomes mucineux et endométrioides sont
associés a un pronostic plus favorable que celui des carcinomes séreux. Les

carcinomes indifférenciés ont le moins bon pronostic [1].

1. Carcinome séreux

Ces tumeurs, dans prés de 70% des cas bilatérales, représentent 58 % des
carcinomes ovariens [9]. Selon 'OMS 2003, les carcinomes séreux sont des
tumeurs séreuses ovariennes infiltrantes (sur plus de 10mm?) dont les cellules
ressemblent a I'épithélium tubaire dans les formes les mieux différenciées et sont

anaplasiques dans les formes indifférenciées.

lls sont caractérisés par une architecture glandulaire fissuraire, papillaire complexe



(papilles ramifiees avec division hiérarchique) ou solide [Figure 1]. Il existe

fréequemment des projections cellulaires sous la forme de micropapilles.

Le pronostic des carcinomes ovariens est en partie lié a leur grade, celui-ci faisant
I'objet de débats puisque plusieurs grades sont disponibles, adaptés ou non au type

histologique.

Historiquement, les carcinomes ovariens sont classés selon un grade architectural
variant de 1 a 3, correspondant a leur degré de différenciation selon la FIGO. Celle-
ci établit 3 grades basés sur I'architecture tumorale définie par le rapport des zones
bien différenciées glandulaires et/ou papillaires aux zones peu différenciées solides.
Les grades 1, 2 et 3 correspondent respectivement a < 5%, 5 a 50% et >50% de

contingent solide dans la tumeur [10].

Ce grade FIGO n’étant pas toujours parfaitement corrélé a la survie, un autre grade
a été proposeé par Shimizu et Silverberg [11] et utilisé notamment dans le cas des
carcinomes séreux. Celui-ci est inspiré du grade d’Elston et Ellis utilisé dans les
carcinomes mammaires évaluant I'architecture, la cytologie et la prolifération de la
lésion. Il est basé sur un score variant de 1 a 3 ou interviennent l'architecture
tumorale (glandulaire, papillaire ou solide), les atypies cytologiques (légéres,
modérées ou marquees) et l'activité mitotique (0-9/10-24/225 mitoses pour 10
champs de 0,345mm?). Le score total répartit les carcinomes selon 3
grades corrélés a la survie: grade 1 (scores de 3 a 5), grade 2 (scores 6 et 7), grade

3 (scores 8 et 9),

Plus réecemment, Malpica et al ont déterminé un nouveau grade, spécifique au type

histologique séreux [12]. Les carcinomes séreux sont alors classés selon deux



grades corrélés a un pronostic différent: le carcinome séreux de bas grade
présentant une évolution plus indolente et le carcinome séreux de haut grade

présentant un pronostic plus péjoratif.

Selon Malpica et al, le grade est uniquement basé sur les caractéristiques

nucléaires comme suit:

= Carcinome séreux de bas grade: anisocaryose < 1/3 (variation de taille des
noyaux), chromatine uniforme, parfois présence de nucléoles non proéminents. En

corollaire <12 mitoses pour 10 champs a fort grandissement [Figure 1].

= Carcinome séreux de haut grade: anisocaryose = 1/3, chromatine irréguliere
avec macronucléole, présence de cellules tumorales multinucléées. En corollaire,

> 12 mitoses pour 10 champs a fort grandissement [Figure 1].



Figure 1 Aspect histologique du carcinome séreux:

(A) Carcinome séreux de haut grade (x100): architecture papillaire ou glandulaire fissuraire.

(B) Carcinome séreux de bas grade (x400): anisocaryose faible a modérée, chromatine homogéne
sans nucléole visible. (C) Carcinome séreux de haut grade (x400): pléomorphisme important, cellules
multinucléées. (D) Carcinome séreux de haut grade (x400): atypies cytonucléaires marquées,
chromatine hétérogéne avec macronucléole, activité mitotique intense.
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2. Carcinome endomeétrioide

Ces carcinomes représentent 7.5% des carcinomes ovariens [9]. Selon 'OMS, |l
s’agit de tumeurs ovariennes ressemblant aux tumeurs endométrioides du corps
utérin. 1l est ainsi important d’exclure une métastase ovarienne de carcinome
endométrioide endométrial.

Ces carcinomes sont caractérisés par la présence de glandes, papilles ou zones
solides infiltrant selon un mode expansif ou infiltrant sur plus de 5mm [Figure 2]. Les
glandes ou papilles sont revétues d'un épithélium basophile cylindrique stratifie. La
présence de zones de différenciation malpighienne ou d’un contexte d’endométriose
peuvent aider au diagnostic.

Le grade employé pour ce type histologique est le méme que celui utilisé pour les

carcinomes endométroides de I'endométre (Classification de la FIGO).

3. Carcinome mucineux

Ces carcinomes représentent 3% des carcinomes ovariens [9]. Selon 'OMS, le
carcinome mucineux est une tumeur mucineuse infiltrante (sur plus de 10mm?) dont
les cellules comportent de la mucine intra-cytoplasmique [Figure 2]. Ces carcinomes
infiltrent le parenchyme ovarien selon 2 modes aux pronostics différents: le mode
expansif au meilleur pronostic, caractérisé par un aspect confluent des structures
tumorales avec formation de massifs cribriformes ou de papilles épaisses
anastomosées, et le mode infiltrant, de moins bon pronostic, caractérisé par des
glandes, amas ou cellules isolées dispersés de maniére irréguliere au sein du
parenchyme ovarien.

Il n’existe pas de consensus pour le grade a utiliser pour ce type histologique. Les
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carcinomes mucineux étant souvent bien différenciés sur un plan architectural, un
grade basé sur le niveau d’atypie nucléaire comme la classification binaire de
Malpica et al semble le plus adapté a ces carcinomes [13].

Le principal piége des carcinomes mucineux ovariens consiste a ne pas
méconnaitre une origine métastatique du carcinome, principalement d’origine
digestive. Des criteres morphologiques et immunohistochimiques permettent

d’orienter le diagnostic, mais leur spécificité insuffisante ne dispense pas de la

réalisation d’un bilan clinique et paraclinique.

4. Carcinome a cellules claires

lls représentent 8.5% des carcinomes ovariens [9], dans 98% des cas unilatéraux.
Les criteres diagnostiques sont architecturaux et cytologiques. Il s’agit d’'une tumeur
d’architecture papillaire, tubulo-kystique ou solide comportant fréquemment un
stroma hyalin. Sur le plan cytologique, I'épithélium est cubo-cylindrique unistratifié
composeé de cellules claires en « clous de tapissier » aux atypies cytonuléaires
marquées [Figure 2].

Les carcinomes a cellules claires sont de haut grade par définition.

D’autres carcinomes ovariens sont décrits comme les carcinosarcomes (tumeur
mixte mdullerienne maligne), les carcinomes a cellules transitionnelles ou les

carcinomes épidermoides mais sont plus rares.
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Figure 2 Aspect histologique des carcinomes endométrioide, mucineux et a cellules claires:

(A) Carcinome endométrioide (x200): prolifération tumorale d’architecture glandulaire ressemblant au
carcinome endométrioide de I'endométre. Epithélium basophile cylindrique stratifié avec fusion
glandulaire. (B) Carcinome mucineux, type infiltrant (x100): glandes de tailles variées infiltrant le tissu
ovarien. Les cellules tumorales sont pourvues de vacuoles de mucine. (C) Carcinome a cellules
claires (x200): architecture papillaire, épithélium cubo-cylindrique unistratifié fait de cellules claires en
« clous de tapissier » aux atypies cytonucléaires marquées.
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D. LES DIFFERENTS TYPES HISTOLOGIQUES DE CARCINOMES
OVARIENS TEMOIGNENT DE CANCERS DISTINCTS

Les différents types de carcinomes ovariens possédent des voies de
cancérogenése spécifiques et il semble qu’ils ne dérivent pas de la méme

cellule d’origine.

1. Voies de cancérogenese

On a vu que les différents types histologiques de carcinomes ovariens étaient
caractérisés par des présentations cliniques et des pronostics différents. Ces
différences sont connues depuis plus d’une vingtaine d’années. Cependant, les
traitements étaient relativement standardisés jusqu’alors: tous les types de
carcinomes étaient traités de la méme fagcon. A l'aube du développement des
thérapies ciblées, des études moléculaires corrélées aux criteres diagnostiques
morphologiques ont permis d’étayer un nouveau modéle de carcinogenése pour les

carcinomes de l'ovaire [14, 15].

Les carcinomes ovariens sont ainsi classés selon 2 groupes correspondant a

2 modes de carcinogeneése distincts:

» Les carcinomes de type [, représentant environ 25% des carcinomes
ovariens, se développent a partir de précurseurs bien établis (kystes épithéliaux
bénins, endométriose par exemple) et présentent une évolution multistep: Iésion
bénigne puis frontiére puis carcinomateuse. Cette catégorie associe les carcinomes

séreux et endométrioides de bas grade, les carcinomes mucineux et a cellules



claires. Du fait d’'une évolution multistep progressive et d’'une évolutivité peu
importante aux phases précoces, ils sont en général diagnostiqués a un stade
plutdt précoce et pourraient faire I'objet de politiques de dépistage. Méme si les
carcinomes a cellules claires sont par définition des tumeurs de haut grade, ils
présentent la plupart des caractéristiques des carcinomes de type I: leur
découverte souvent a un stade précoce, leur développement a partir d’'un
précurseur établi ('endométriose) et ils partagent les anomalies moléculaires des

carcinomes de type | (cf infra).

» Les carcinomes de type Il, représentant environ 75% des carcinomes
ovariens, regroupent les carcinomes séreux et endométrioides de haut grade, les
carcinomes indifférenciés et les tumeurs mixtes mdilleriennes malignes
(carcinosarcome). Ces carcinomes surviennent de novo sans précurseur connu
(absent ou d’évolution trop fugace pour étre détecté?). lls sont plus agressifs et le

plus souvent diagnostiqués a un stade avancé.

Les carcinomes de type | et de type Il différent par leurs caractéristiques

moléculaires [15, 16]:

= Les carcinomes de type | sont génétiquement plus stables que les types Il et
présentent des mutations spécifiques. En effet, des mutations de KRAS, BRAF et
ERBB2 (HERZ2) sont observées dans les 2/3 des carcinomes de type | alors que les
mutations de P53 sont rares. Les carcinomes endométrioides de bas grade
présentent des modifications de la voie de signalisation Wnt (mutation somatique

de CTNNB1 encodant Béta-caténine), de PTEN et PIK3CA [8]. 50% des

15



carcinomes mucineux présentent des mutations de KRAS. Les carcinomes a

cellules claires présentent un haut pourcentage de mutation de PIK3CA [16].

= Les carcinomes de type Il (haut grade) sont caractérisés par un profil
geénétique instable avec la présence de frequentes mutations de p53 (plus de 80%
des cas) et de CCNE1 (encodant cycline E1) mais ne présentent que trés rarement
les mutations caractérisant les carcinomes de type | (KRAS, BRAF, ERBB2, PTEN,

CTNNB1 et PIK3CA).

Ces données suggerent que les difféerents types de carcinomes ovariens se
développent selon des voies de cancérogenese distinctes et aménent donc a penser
que des thérapeutiques différentes sont nécessaires, adaptées aux diverses

altérations moléculaires mises en évidence.

2. Différentes cellules d’origine

Connaitre les structures normales desquelles proviennent les carcinomes ovariens
est capital. Cela permettrait d’orienter les tissus a cibler pour d’éventuels dépistages
voire des traitements préventifs. Jusqu’alors, différentes conceptions se sont

opposées sur l'origine des carcinomes ovariens.

Des théories « historiques » rapportent que les carcinomes de l'ovaire résulteraient
de la transformation maligne de cellules épithéliales de la surface ovarienne
(mésothélium). L’ovulation serait responsable de [I'accumulation d’anomalies
génetiques du fait de la nécessité d'une réparation périodique incessante de
I'épithélium de surface ovarien en phase post-ovulatoire [1]. Il en résulterait la

formation de kystes d’inclusion de I'épithélium de surface ovarien qui, selon des
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mécanismes de métaplasie mullerienne sous [linfluence de facteurs locaux
notamment hormonaux, donneraient naissance aux différents types de carcinomes
(séreux, endométrioide, a cellules claires, mucineux et a cellules transitionnelles)

[15].

Des modeles plus récents s’opposent a ces théories. D’autres auteurs avancent que
les tumeurs présentant un phénotype mullérien (séreux, endométrioide et a cellules
claires) dérivent de tissus mulleriens et non du mésothélium recouvrant I'ovaire qui
lui, a une origine embryologique coelomique non mullerienne [17]. Cheng et al [18]
ont étudié le profil d’expression de certains génes responsables de la segmentation
corporelle de l'appareil génital féminin, les génes HOX, et ont montré que les
carcinomes séreux, endomeétrioides et mucineux avaient le méme profil d’expression
concernant ces génes que les cellules épithéliales de la trompe, de 'endométre et
de I'endocol respectivement. Ces données suggérent que ces carcinomes ont bien

une origine mullerienne et non mésothéliale.

La trompe, I'endocol et 'endométre ne semblent pas étre les seuls sites ou 'on
observe des cellules épithéliales dérivées des canaux de Muller. Des reliquats
embryonnaires bordés d’épithélium mdullérien sont fréquemment rencontrés dans le
tissu paraovarien, paratubaire et dans la médullaire ovarienne et font partie, comme
les lésions d’endométriose, d’endosalpingiose et d’endocervicose, du «systéme
mdullerien secondaire» [17]. Les différents composants de ce systéme pourraient
représenter une source unique aux différents types histologiques. Quand la tumeur
grossit, cela comprime le tissu ovarien environnant aboutissant a une masse
annexielle donnant I'apparence d’'une origine ovarienne. Cette théorie est remise

en question par le fait qu’il n'est pas observé de Iésions kystiques paratubaires ou
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paraovariennes bordées d'un épithélium ressemblant aux carcinomes séreux,

endométrioides ou a cellules claires [15].

a) Origine des tumeurs séreuses
D’autres auteurs avancent que la majorité des carcinomes ovariens, qui sont des
carcinomes séreux de haut grade, se développent a partir de carcinomes séreux
intra-épithéliaux de haut grade situés dans la trompe, qui s’étendraient ensuite a
'ovaire de maniére secondaire. Des lésions de carcinome tubaire in situ ou invasif
ressemblant au carcinome séreux de haut grade ont été observées chez les
patientes présentant une prédisposition génétique au carcinome ovarien [19, 20].
Ces mémes lésions de carcinome séreux intra-épithélial tubaire appelées STIC
(serous tubal intra-epithelial carcinoma) ont également été observées dans de
nombreux cas sporadiques (non héréditaires) de carcinome séreux ovarien ou
péritonéal de haut grade [15]. Ceci améne a penser que les lésions de STIC,
quasiment toujours observées au niveau du pavillon, seraient a l'origine des
carcinomes séreux de haut grade aussi bien dans les cas familiaux liés a une
mutation des génes BRCA1/2 que dans les cas sporadiques. Le pavillon présente
une vascularisation lymphatique importante, qui de plus, est tres proche de la
membrane basale épithéliale. De ce fait, les carcinomes tubaires, méme de petite
taille, peuvent s’étendre de facon précoce [15]. Le fait que ces lésions de STIC
soient discontinues montre qu’il est peu probable qu’elles soient liées a une
dissémination secondaire d’'un carcinome ovarien. De plus, dans les cas
héréditaires, les Iésions de STIC sont parfois isolées sans mise en évidence de

lésion carcinomateuse ovarienne [21].
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Si les carcinomes séreux sont d'origine tubaire, la question se pose de savoir
pourquoi il existe des carcinomes séreux ovariens sans lésion tubaire associée

visible. Plusieurs hypothéses ont été avancées [15]:

= En premier lieu, il est possible que ce soit un probléme d’échantillonnage et
gu’en faisant des plans de coupe supplémentaires, certains foyers de carcinome
tubaire soient visibles.

= En second lieu, certains carcinomes de haut grade sont intimement liés a une
tumeur séreuse frontiere ou a un carcinome séreux de bas grade. Ces cas
présentent des mutations de KRAS sans mutation de p53. Cela suggere que
certains carcinomes séreux de haut grade sont issus de I'évolution de carcinomes
séreux de bas grade.

= En troisieme lieu, il est possible que dans certains cas, le carcinome ne

naisse pas dans la trompe mais a partir de kystes d’inclusion formés a partir de

cellules épithéliales pavillonnaires incluses suite a I'ovulation [Figure 3].
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Figure 3: Représentation schématique de la formation de kystes d’inclusion épithéliaux dans
I'ovaire a partir de I’épithélium tubaire au moment de I'ovulation.

A. La trompe enveloppe I'ovaire lors de I'ovulation. B. Rapport intime entre 'ovaire et la trompe lors
de la rupture de la surface ovarienne pour le transfert de I'ovocyte. C. Les cellules épithéliales
tubaires sont délogées et s’implantent a la surface de I'ovaire, favorisant la formation de kystes
d’inclusion.

Tiré de Kurman 2010 [15]
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Cette hypothese pourrait expliquer la genése des carcinomes séreux de bas et haut
grades. Les carcinomes séreux de bas grade se développeraient a partir de tumeurs
frontiéres issues de cystadénomes suite a l'apparition de mutations de KRAS ou
BRAF. Dans le cas des carcinomes de haut grade, le processus serait plus rapide
avec le développement a partir des kystes d’inclusion de lésions de carcinome
séreux intra-épithélial sous l'influence de mutations de p53. Selon ce modéle, les

carcinomes séreux de bas et haut grades seraient d’origine tubaire [Figure 4].

Figure 4: Représentation schématique de la genése des carcinomes séreux de bas grade (LG)
a partir de tumeurs séreuses borderline (SBT) et des carcinomes séreux de haut grade a partir
de lésions de STIC.

Tiré de Kurman 2010 [15]

= Enfin, la trompe est parfois difficilement identifiable et cela peut-étre du fait
gu’elle est a l'origine du carcinome. Il est d’ailleurs fréquent que les carcinomes

ovariens se présentent comme une masse annexielle para-ovarienne [22].
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D’autres auteurs avancent que les carcinomes séreux de bas grade auraient pour
origine des lésions d’hyperplasie papillaire tubaire recemment mises en évidence de
facon fréquente en contexte de tumeur ovarienne frontiére. Ces touffes papillaires
peu cohésives seraient a l'origine d’implants ovariens donnant naissance aux

tumeurs frontiéres ovariennes et responsables des implants péritonéaux [16].

b) Origine des tumeurs endométrioides et a cellules claires
Il a été établi selon des criteres morphologiques et moléculaires que les carcinomes
endométrioides de bas grade et les carcinomes a cellules claires se développent a
partir de lésions d’endométriose (tissu endométrial donc mullérien). Il a d’ailleurs été
montré que 'endométre des patientes ayant des lésions d’endométriose présentait
des altérations moléculaires dont l'activation de certaines voies de I'oncogénése
[15]. L’endométriose serait, elle, liee a un mécanisme de flux rétrograde de
muqueuse endométriale lors des menstruations. L’hypothése de [origine
endométriale de ces carcinomes est appuyée par I'effet protecteur de la ligature de

trompes vis a vis de ces types de carcinome [Figure 5] [23].
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Figure 5: Représentation schématique
de la transformation de lésions
d’endométriose en carcinome
endométrioide (EMC) ou

en carcinome a cellules claires (CCC).
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c) Origine des tumeurs mucineuses et de Brenner
Les tumeurs de Brenner et les carcinomes mucineux de type intestinal ne présentant
pas un phénotype mullerien; leur origine semble donc différente des autres types de
carcinome. Ces 2 types de tumeurs étant frequemment associés, certains auteurs
avancent qu’ils ont la méme origine histologique, a savoir une métaplasie

transitionnelle a la jonction péritonéo-tubaire [15].

Il semblerait donc selon la littérature que les tumeurs épithéliales ovariennes
aient toutes une origine extra-ovarienne et qu’elles atteindraient I’ovaire de
maniére secondaire. Les carcinomes séreux dériveraient du pavillon tubaire soit
par le biais d’'un carcinome intra-épithélial tubaire, soit par le biais de la cancérisation
de kystes d’inclusion d’épithélium tubaire lors de l'ovulation. Les carcinomes
endométrioides et a cellules claires dériveraient de tissu endométrial ayant fait I'objet
d’un flux rétrograde a travers la trompe lors des menstruations et ayant conduit a la
genese de Iésions d’endométriose. Les tumeurs mucineuses et tumeurs de Brenner

auraient la méme origine histologique située a la jonction péritonéo-tubaire.

Ainsi, les tumeurs germinales, stromales et des cordons sexuels seraient les seules

« vraies » tumeurs ovariennes.
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E. TRAITEMENT DU CANCER DE L’OVAIRE

Le traitement standard des cancers de I'ovaire a un stade avancé (stade lll et
IV) repose sur une chirurgie de réduction tumorale maximale et une
chimiothérapie associant le plus souvent sels de platine et taxane (paclitaxel ou

docetaxel).

Si un carcinome ovarien est suspecté sur la clinique et I'imagerie, une chirurgie
exploratrice est réalisée afin d’obtenir une confirmation histologique et d’évaluer la
possibilité d’'une exérése compléte du carcinome. La chirurgie doit étre réalisée de
préférence par un opérateur entrainé et spécialisé dans la pathologie ovarienne
tumorale, afin d’effectuer une stadification chirurgicale compléte. Elle consiste a
réaliser: une cytologie péritonéale premiére, une hystérectomie totale non
conservatrice, un examen minutieux du péritoine avec biopsies/exéréses multiples,
une omentectomie et une lymphadénectomie pelvienne et lombo-aortique. Plus de
30% des patientes présentant un stade macroscopiquement précoce présentent en
fait une atteinte plus étendue sur le plan microscopique [24], d’ou I'importance de la
réalisation de biopsies étagées et systématiques notamment péritonéales lors du

geste chirurgical.

Un traitement chirurgical optimal est défini par une cytoréduction maximale
correspondant dans la littérature a la présence d’un résidu tumoral nul ou inférieur a
1cm [1, 25]. Le pronostic est directement lié a la présence et a la taille du résidu
tumoral post-chirurgical avec les meilleures chances de survie en cas de chirurgie
initiale compléete (résidu tumoral nul) [26, 27]. Toutefois, il est évident qu’en pratique

cet objectif ne peut étre constamment atteint, notamment sans une morbi-mortalité

24



péri-opératoire importante. Pour parvenir a un résidu opératoire nul, des procédures
chirurgicales peuvent dépasser le domaine de la seule chirurgie gynécologique et
faire appel a des compétences pluridisciplinaires [28]. Si la chirurgie et la
chimiothérapie restent les piliers du traitement de cette tumeur, la séquence de ces
traitements fait depuis quelques années l'objet de nombreux débats. Dans les
stades avancés, la réalisation d’une chimiothérapie néoadjuvante avant une
chirurgie dite « d’intervalle » permettrait une réduction tumorale optimale dans
plus de cas avec une morbi-mortalité moindre du fait de résections moins
étendues comparées a la chirurgie premiére [29, 30]. Ainsi, Vergote et al [31] ont
montré dans une étude prospective que dans les cancers de I'ovaire a un stade
avancé (lllc et IV), une chirurgie de résection optimale (résidu tumoral inférieur a
1cm) était possible chez 41,6% des patientes traitées par chirurgie premiére, alors
gu'elle était possible dans 80% des cas chez les patientes traitées par
chimiothérapie néoadjuvante. Les survies globale et sans progression étaient
similaires dans les 2 groupes. La résection macroscopique compléte, au cours
de la chirurgie premiére ou d’intervalle, était le facteur pronostique

indépendant le plus fort de survie prolongée.
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F. EVALUATION DE LA REPONSE A LA CHIMIOTHERAPIE

L’émergence d’une stratégie thérapeutique associant une chimiothérapie
néoadjuvante suivie d’une chirurgie d’exérése ameéne a tenter de développer

des méthodes d’évaluation de la réponse a la chimiothérapie.

L’appréciation de la réponse a la chimiothérapie néoadjuvante ne repose pas a
ce jour sur des critéres histologiques mais sur des criteres biologiques (dosage
sérique du CA125), d'imagerie TDM ou IRM ou sur les constatations per-opératoires
lors de la chirurgie d’intervalle. Or, les thérapeutiques cytotoxiques conduisent a des
modifications histopathologiques au sein des tissus tumoraux appréhendables par
les Pathologistes. Du fait de la chimiothérapie, apparait un infiltrat lymphocytaire et
histiocytaire avec activation macrophagique ayant pour conséquence la présence
d’histiocytes spumeux et de cellules géantes de type corps étranger [32].
Parallélement, il existe des modifications des cellules tumorales comme
'augmentation de leur taille avec une baisse du rapport nucléo-cytoplasmique, une
vacuolisation cytoplasmique ou la présence de cellules tumorales multinucléées.
D’autres signes histologiques sont considérés comme liés au traitement: la présence
de séquelles d’hémorragie comme les pigments d’hémosidérine, les cristaux de
cholestérol, les calcifications dystrophiques et spécifiquement dans l'ovaire, la
présence de psammomes isolés [32]. Enfin, un traitement efficace a pour effet la

présence d’un aspect cicatriciel au niveau du site tumoral.
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La régression tumorale histologique a été établie comme la référence pour
I’évaluation de la réponse au traitement dans différents types de tumeurs
solides. Initialement développée dans les ostéosarcomes, différents grades
histopathologiques de réponse ont été définis, basés sur le rapport entre la tumeur
viable résiduelle et la présence de signes de régression dans le tissu tumoral

persistant.

Par exemple, plusieurs grades ont été proposeés afin d’aboutir a une notion plus
standardisée de la réponse au traitement dans les cancers du sein [33, 34], de

I'cesophage [35] et du colon [36].

En France et pour certaines équipes, I'analyse de la piéce opératoire d’un
carcinome mammaire aprés chimiothérapie néoadjuvante fait appel a deux
principales classifications histologiques. Elles sont utilisées en pratique courante et
doivent figurer dans le compte rendu anatomopathologique: les classifications de
Chevallier et de Sataloff. Ces deux classifications prennent en compte la réponse
histologique sur la tumeur initiale et sur les ganglions du curage axillaire [Tableaux 1

et 2].
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Réponse histologique

Grade de Chevallier

Compléte

Grade 1: absence de cellule tumorale
(sein et ganglions axillaires)

Incompléte ou partielle

fibrose

Grade 2: présence de carcinome in situ
dans le sein sans tumeur invasive et
absence de métastase axillaire

Grade 3: présence de cellules
carcinomateuses résiduelles avec
altérations stromales telles que de la

Pas de réponse

Grade 4: peu ou pas de modifications de
'apparence de la tumeur

Tableau 1 : Classification de Chevallier [33]

Réponse histologique

Grade de Sataloff:
TUMEUR

Grade de Sataloff:
GANGLIONS

Complete

Ta: effet thérapeutique
total ou presque total

Na: évidence d’un effet
thérapeutique sans
maladie métastatique
résiduelle

Nb: pas de métastase ni
d’effet thérapeutique

Incompléte ou partielle

Thb: effet thérapeutique de
plus de 50% mais pas
total

Tc: moins de 50% d’effet
thérapeutique

Nc: métastase présente
avec évidence d’'un effet
thérapeutique

Pas de réponse

Td: pas d’effet
thérapeutique

Nd: métastase présente et
viable sans effet
thérapeutique

Tableau 2 : Classification de Sataloff [34]
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De méme, Mandard et al [35] ont défini 5 grades de régression tumorale histologique
(TRG 1 a 5) corrélés a la survie dans les carcinomes cesophagiens traités par radio-
chimiothérapie néoadjuvante. Ce grade est aujourd’hui réalisé en pratique courante
et figure dans le compte-rendu anatomopathologique. Ainsi, selon des critéres semi-
quantitatifs, le pathologiste détermine le rapport tumeur/fibrose au sein de la piéce
opératoire et définit un grade de régression tumorale [Figure 6]. Un grade élevé est

associé a un moins bon pronostic.

Muqueuse - ——'\/—_
TRG1

Musculaire muqueuse —~_ =
Musculeuse —= c Pas de cancer résiduel

Tissu péri-oesophagien —%

TRG 2
Rares cellules tumorales
résiduelles

TRG 3
Fibrose > Cancer résiduel

—_— TRG4
mm&m Cancer résiduel > fibrose

A

TRG5S
Absence de signes
de régression

B Tumeur résiduelle
Fibrose

Figure 6: Représentation de la régression tumorale histologique selon Mandard et al
(TRG=Grade de régression tumorale) [35]
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Rddel et al ont défini un score similaire pour les carcinomes rectaux traités par radio-
chimiothérapie néoadjuvante [36] [Tableau 3]. lls ont montré qu’'un grade de

régression élevé (TRG 4, TRG 2 et 3) était associé a un meilleur pronostic.

Grades de régression tumorale (TRG) | Réponse histologique

TRG O Absence de régression

TRG 1 Régression mineure: tumeur dominante
avec fibrose au sein de moins de 25% de
la masse tumorale

TRG 2 Régression modérée: tumeur dominante
avec fibrose au sein de 26 a 50% de la
masse tumorale

TRG 3 Bonne régression: fibrose dominante,
soit plus de 50% de régression tumorale

TRG 4 Régression compléte: absence de
cellules tumorales viables, fibrose seule.

Tableau 3 : Classification selon Rodel et al [36]

Actuellement, il n’existe pas de classification histopathologique consensuelle
d’appréciation de la régression tumorale post-chimiothérapie dans les cancers

de l'ovaire.

Plusieurs équipes ont étudié les carcinomes ovariens aprés chimiothérapie afin de
déterminer un score de régression tumorale. Ainsi, Le et al [37] ont tenté d’établir un
score basé sur la présence de plusieurs critéres histologiques: fibrose, infiltrat
macrophagique, nécrose et inflammation tumorale. Ferron et al [38] ont eux cherché
a déterminer s'’il existait une corrélation entre la présence de lésions de nécrose

tumorale et de fibrose corrélées a l'index mitotique, et la survie. Une troisieme




étude a été menée par I'équipe allemande de Sassen et al [39], qui elle, a cherché a
mettre en évidence les critéres histologiques les plus spécifiques de la réalisation
d’'une chimiothérapie. De nombreux criteres étaient étudiés: le mode d’infiltration
tumorale, la présence d'une fibrose, de nécrose, d'une inflammation, de
psammomes ou d’histiocytes spumeux, ainsi que la présence de pigments
d’hémosidérine, de cellules géantes multinucléées tumorales ou de type corps
étranger. Un score était alors réalisé afin de préciser s’il existait une corrélation entre

la présence de ces critéres et la survie.
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G. EVALUATION DE L’INTERET PRONOSTIQUE DE LA REACTION
INFLAMMATOIRE DANS LES CANCERS OVARIENS

On observe de fagon fréquente la présence de lymphocytes intra-tumoraux
dans de nombreux carcinomes, ceci suggérant que les tumeurs induisent une
réponse immunitaire de I’héte. Plusieurs études ont été réalisées afin d’évaluer la
valeur pronostique de ces lymphocytes intra-tumoraux. Ainsi, la présence d’un
infiltrat lymphocytaire T CD3+ au sein des carcinomes ovariens parait corrélée
a une survie prolongée [40]. Il semble que cette activité anti-tumorale soit
préférentiellement médiée par les lymphocytes T CD8+ du fait de leur
association a une survie prolongée dans de multiples cancers comme les
cancers colorectaux [41], ovariens [42, 43], mammaires [44] ou pulmonaires [45].
Les antigénes tumoraux conduisent au développement d’'une réponse immune

adaptative spécifique a la tumeur [46].

D’autres auteurs ont isolé un sous-type lymphocytaire communément appelé
lymphocyte T régulateur, semblant jouer un roéle important dans la réponse
immunitaire anti-tumorale. Ces lymphocytes T régulateurs (Treg) étaient
initialement définis comme des lymphocytes T CD4+ ayant des propriétés
immunosuppressives et exprimant de fagon constitutionnelle la sous-unité alpha du
récepteur de l'interleukine 2 (CD25) a leur surface [47]. L'expression nucléaire de
FoxP3 est maintenant considérée comme le marqueur le plus spécifique de ces
cellules [48]. FoxP3 (Forkhead Box Protein 3), facteur de transcription de la famille
des Forkhead, peut faire partie d’'un large complexe d’environ 600kDa lorsqu’il est

associé a d’autres facteurs de transcription [49] et entrainer une répression de la
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production de l'interleukine 2 et d’autres cytokines pro-inflammatoires, diminuant les
fonctions effectrices des lymphocytes T helper [50, 51, 52]. Cependant, les
mécanismes d’accumulation intra-tumorale de ces Treg ne sont pas encore
totalement élucidés. Les Treg circuleraient préférentiellement vers les tumeurs sous
linfluence de cytokines produites par la tumeur et son environnement

macrophagique [53].

Les Treg sont générés soit dans le thymus, soit a partir de lymphocytes T
périphériques suite a l'induction d’'une réponse immune spécifique [54, 55]. Au sein
de modéles expérimentaux, il a été montré que des lymphocytes T CD4+ non
régulateurs pouvaient se convertir en Treg sous linfluence du TGF-Béta, une

cytokine souvent présente a un haut niveau dans I'environnement tumoral [56].

Comme les Treg FoxP3+ sont des cellules immunosuppressives, il est
supposé que leur présence au sein des tumeurs est associée a un mauvais
pronostic. De nombreuses études ont en effet rapporté que I'augmentation du
nombre de Treg intra-tumoraux était associée a une survie diminuée dans les
carcinomes ovariens [53], mammaires [57], les carcinomes du col utérin [58], les
carcinomes hépatocellulaires [59], gastriques [60] ou pancréatiques [61].
Paradoxalement, pour les carcinomes coliques, on observe une survie prolongée

lorsqu’il existe une plus forte densité de Treg FoxP3+ au sein du carcinome [62].

Plusieurs études ont évalué la valeur pronostique de l'inflammation intra-
tumorale dans les carcinomes ovariens. Elles ont quasiment toutes porté sur
des tumeurs avant chimiothérapie [40, 42, 43, 53]; seule une série de petite taille

a porté sur I'analyse de l'inflammation aprés chimiothérapie [63].
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BUTS DE L’ETUDE

Au terme de cette introduction, plusieurs questions se posent a nous:

= Etant donné le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques dans
les cancers ovariens basées sur une chimiothérapie néoadjuvante suivie d’une
chirurgie d’exérése, la mise en place d’'une évaluation histopathologique de la
régression tumorale est-elle possible? Nous avons établi des criteres
d’évaluation basés sur les critéres les plus fiables des classifications d’autres
cancers utilisées en pratique courante. Nous avons ensuite étudié leur rapport avec

le pronostic des patientes.

= La persistance d’une prolifération au sein de la tumeur pouvant étre
théoriquement témoin d’'une « vitalité tumorale persistante » inversement corrélée a

la régression, nous avons évalué sa valeur pronostique.

= L’infiltrat inflammatoire intra-tumoral semble étre associé au pronostic
des cancers dans la quasi-totalité des études ayant porté sur des tumeurs avant
chimiothérapie. Nous avons évalué la valeur pronostique de cet infiltrat apres

chimiothérapie néoadjuvante.

= Quelle est la valeur de I'étude de l'inflammation intra-tumorale sur la
biopsie réalisée avant la chimiothérapie? Sa représentativité est-elle

suffisante pour avoir une valeur pronostique?

= Enfin, comme nous l'avons montré, les différents types histologiques de

carcinomes ovariens témoignent de cancers tres différents. Nous avons donc
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limité notre étude au type le plus fréquent, en particulier dans les stades

évolués: le carcinome séreux de haut grade.
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MATERIELS ET METHODES

A. SELECTION DES CAS

Il s’agit d’'une étude rétrospective portant sur les patientes atteintes d’'un carcinome
séreux de haut grade de l'ovaire a un stade avanceé (stades llic et IV) traité par
chimiothérapie néoadjuvante puis chirurgie d’intervalle au Centre Hospitalier

Régional et Universitaire de Lille, de 2003 a 2011.

Critéres d’inclusion de I’étude:

= Carcinome séreux de haut grade.

= Stade avanceé (llIC et IV de la FIGO) ne permettant pas une chirurgie premiére
de résection optimale.

» Diagnostic histologique réalisé sur biospies ou annexectomie au centre
hospitalier de Jeanne de Flandre.

» Prise en charge par chimiothérapie néoadjuvante par carboplatine et Taxol puis
chirurgie d’intervalle.

= Etude histologique réalisée au Centre de Biologie Pathologie du CHRU de Lille.

Critéres d’exclusion de I’étude:

= Carcinome ovarien de type histologique autre que séreux de haut grade.
= Patiente évolutive sous chimiothérapie néoadjuvante rendant la chirurgie
d’intervalle impossible.

= Geste chirurgical initial comportant plus d’'une annexectomie bilatérale.
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B. ETUDE CLINIQUE

Pour chacune des patientes, nous avons recueilli 'age, le stade FIGO, le type de

chimiothérapie néoadjuvante effectuée ainsi que le nombre de cures réalisées.

Nous avons recueilli le volume tumoral résiduel en fin d’intervention selon les
descriptions du compte rendu opératoire, différenciant les patientes dont I'exérése
tumorale était optimale (exérése macroscopique compléte ou résidu tumoral inférieur

a 1cm) et celles dont I'exérése n’était pas optimale (résidu tumoral supérieur a 1cm).

Nous avons étudié les survies globale et sans récidive, a partir de la date du

diagnostic clinique, d’'une éventuelle récidive ou du déces des patientes.

1. Etude histologique

a) Technique
Toutes les piéces d’exérese étaient échantillonnées apreés fixation par le formol. Les
blocs d’inclusion étaient coupés a 4um au microtome manuel. Les coupes étaient
ensuite étalées sur lames sur un film d’eau glycérinée-albuminée puis placées sur
une plaque chauffante (étalement). Les lames étaient colorées par une coloration

trichrome ou quadrichrome d’hemalun, éosine, safran +/- bleu astra (HES).

b) Critéres de régression tumorale histologique
Nous avons sélectionné les critéres les plus statistiquement associés a la réalisation
d’'une chimiothérapie néoadjuvante, comme décrit dans I'étude de Sassen et al [39],

en réalisant un grade simple et reproductible.
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Le principal critére de régression tumorale histologique évalué est la présence d’'une
fibrose remplagant le tissu tumoral. Nous avons considéré que la présence d’une
fibrose était d’autant plus liée a une régression tumorale qu’elle était associée a la
présence d’histiocytes spumeux, de pigments d’hémosidérine/sidérophages ou
d’'une néovascularisation [Figure 7], criteres que nous avons recherchés sur
'ensemble des lames des différents cas. La fibrose n’était considérée comme un
critére de régression tumorale que lorsqu’elle était associée a un résidu tumoral
adjacent faible. La présence d'une fibrose associée a la présence d'un résidu
tumoral important était considérée comme une réaction stromale desmoplastique

[Figure 7].

L’analyse histologique des biopsies pré-chimiothérapie était réalisable chez la
majorité des patientes: dans un cas, le diagnostic histologique avant chimiothérapie
n’était pas disponible au laboratoire. Afin de confirmer que les critéres de régression
tumorale sélectionnés sur piéce d’exérése étaient spécifiques a la réalisation d’'une
chimiothérapie néoadjuvante, nous les avons recherchés sur les biopsies

disponibles. Aucun de ces criteres n’était présent en pré-chimiothérapie.
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Figure 7 : Critéres de régression tumorale histologique

(A) HES (x100): Persistance de rares cellules tumorales au sein d’une plage fibreuse avec
sidérophages. (B) HES (x50): Fibrose, néovascularisation, pigments d’hémosidérine témoignant d’une
régression tumorale (Iésion kystique) (C) HES (x50): Histiocytes spumeux (x100) au contact du reliquat
tumoral témoignant de Iésions de régression. (D) HES (x50): Fibrose abondante mais reliquat tumoral
important témoignant d'une réaction stromale desmoplastique. Absence de sidérophages ou
d’histiocytes spumeux.
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4 grades ont ainsi été définis comme suit:

0: présence de signes de régression exceptionnels, caractérisant moins de 10%
de la tumeur résiduelle = absence de signes patents de régression histologique.
1+: présence de signes de régression peu fréquents, caractérisant 10 a 50% de
la surface tumorale (tumeur résiduelle > régression tumorale).

2+: présence de signes de régression fréquents, caractérisant 50 a 90% de la
surface tumorale (régression tumorale > tumeur résiduelle).

3+: présence de signes de régression omniprésents avec réponse histologique
quasi compléte ou compléte.
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Nous avons également recueilli I'index mitotique maximum (nombre de figures de
mitoses pour 10 champs au fort grandissement, diamétre de champ de 0,62 mm)

observé pour chacun des cas.

Par ailleurs, pour chaque cas, nous avons sélectionné 5 lames caractérisées par
l'infiltrat lymphoide intra-épithélial le plus important afin de le quantifier et de le typer

par technique immunohistochimique.
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2. Etude immunohistochimique

a) Technique

Des coupes tissulaires de 4um étaient réalisées a partir du matériel inclus en
paraffine. Elles étaient étalées a l'aide d’eau albuminée a 2% sur lames silanées et
séchées pendant 12 heures a I'étuve a 56°C. Les étapes de déparaffinage, de pré-
traitement, d’incubation, d’amplification, de révélation et de contre-coloration étaient
effectuées a l'aide d’automates Ventana Benchmark XT et ultra, assurant des
résultats homogenes. Lorsqu'un pré-traitement était nécessaire, il était réalisé a
'aide d’un tampon pour hydrolyser les liaisons covalentes formées par le formol
dans les tissus. La durée du pré-traitement ainsi que le tampon utilisé seront

précisés pour chaque anticorps dans le tableau 4.

Le blocage de la péroxydase endogéne était réalisé en mettant en contact les lames
avec de I'eau oxygénée pendant 8 minutes. Elles étaient ensuite incubées avec les
anticorps primaires. Ceux-ci étaient ensuite détectés par des anticorps secondaires
biotinylés. La révélation de la réaction était réalisée par le biais d’'un chromogéne
diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB + H202) appliqué pendant 8 minutes,

produisant un précipité brun.

Les coupes étaient ensuite contre-colorées a I'hématoxyline. Le Bluing Reagent
(solution de carbonate de lithium et de carbonate de sodium) ajouté a I'hématoxyline
permettait d’obtenir une contre-coloration bleu clair permettant d’apprécier la
morphologie du tissu examiné. Les coupes étaient par la suite deshydratées puis

passées dans le xyléne. Les lamelles étaient montées a I'Eukitt (Labonord®).
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e ez . Pré- Dilution Ac Temps
SIEEEIEE Lene =EIEIE traitement primaire d’incubZtion
CD3 LN10 Novocastra CC1 30’ 1/50 32’
CD20 L26 Biosystem CC1 30’ 1/100 20’
FoxP3 236A/E7 Abcam CC2 60’ 1/40 32’
CD8 C8/144B Dako CC1 30’ 1/25 32
Ki67 Mib1 Dako CC1 60’ 1/50 32’
Tableau 4 :

Caractéristiques et conditions d’utilisation des anticorps primaires pour I'étude immunohistochimique.
CC1 : tampon EDTA, CC2 : tampon citrate.
Ac : anticorps.

b) Interprétation des immunomarquages
Les immunomarquages étaient analysés sans connaissance du statut évolutif des

patientes. Les résultats immunohistochimiques étaient appréciés quantitativement.

Pour 'ensemble des anticorps, I'étude immunohistochimique était réalisée sur 5
lames représentatives sélectionnées par piece d'exérese et sur une lame

représentative de chaque biopsie pré-thérapeutique.

Un marquage membranaire était considéré comme positif pour les anticorps anti-
CD3, anti-CD8 et anti-CD20. L’anticorps anti-FoxP3 était considéré comme positif
avec un marquage nucléaire. Pour les anticorps anti-CD3, CD8 et FoxP3, nous
avons reéalisé un compte des lymphocytes intra-épithéliaux marqués au sein des 5
lames sélectionnées par cas. Les lymphocytes étaient comptés manuellement et
nous avions sélectionné la zone ou le nombre de lymphocytes intra-épithéliaux était
maximal sur la lame (le compte était réalisé au fort grandissement, diamétre de
champ 0.62mm). Une moyenne était ensuite réalisée pour chaque patiente. Les
lymphocytes étaient considérés comme intra-épithéliaux lorsqu’ils étaient situés au

sein de I'épithélium tumoral, en contact direct avec les cellules carcinomateuses.



Les lymphocytes péri-épithéliaux, appartenant au stroma tumoral, n’étaient pas pris
en compte, la seule localisation intra-épithéliale ayant prouvé son impact

pronostique dans les carcinomes ovariens [42, 43] et colo-rectaux [64].

L’anticorps anti-Ki67 marque les noyaux des cellules entrées dans le cycle cellulaire
(en phases G1, S, G2, M, a l'exclusion de GO) et caractérise ainsi l'index de
prolifération. Nous avons réalisé un compte de I'expression du Ki67 de fagon semi-
quantitative, sans réaliser de compte sur un nombre donné de cellules. Pour
'examen des piéces d'exérése, la moyenne de l'index de prolifération compté sur

chacune des 5 lames était répertoriée.
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Figure 8 : Etude immunohistochimique a I’aide des anticorps anti-CD3, CD8 et FoxP3.

(A) HES (x400): lymphocytes intra-épithéliaux en partie visibles en coloration standard (fléche) (B)
Anticorps anti-CD3 (x400): marquage membranaire des lymphocytes CD3+ (fleche). Les lymphocytes
péri-épithéliaux ne sont pas pris en compte, ils appartiennent au stroma tumoral. (C) Anticorps anti-CD8
(x400): une partie des lymphocytes T est marquée par I'anticorps anti-CD8. A noter la présence de
lymphocytes intra-épithéliaux non marqués par I'anticorps anti-CD8 (fleche). (D) Anticorps anti-FoxP3
(x400): marquage nucléaire des lymphocytes Foxp3+.
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Figure 9 : Etude immunohistochimique a I’aide des anticorps anti-CD20 et anti-Ki67
(A) Anticorps anti-CD20 (x400) : marquage membranaire des lymphocytes B intra-épithéliaux (fleche).

(B) Anticorps anti-Ki67 (Mib1) (x200): marquage nucléaire des cellules engagées dans le cycle cellulaire.
Index de prolifération faible. (C) Anticorps anti-Ki67 (x200): index de prolifération fort.
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C. ANALYSE STATISTIQUE

Le temps de survie cumulé a été estimé par méthode de Kaplan-Meier et les
différences de survie ont été déterminées par test du log-rank pour analyse
univariée. Le niveau de significativité a été établi a P<0,05. Les données ont été
censurées au dernier suivi pour les patientes en vie ou sans récidive au moment de
'analyse.

La corrélation entre les infiltrats lymphocytaires sur biopsies et piéces opréatoires et
la corrélation entre I'index mitotique et I'index ki67 ont été effectuées par la méthode

de Pearson et le niveau de significativité a été établi a P<0,05.
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RESULTATS

A. PARAMETRES CLINIQUES

Les caractéristiques cliniques des patientes sont résumées dans le tableau 5. L’age
moyen de la population étudiée au moment du diagnostic était de 63 ans (écart 47-
74). Le stade selon la classification FIGO était lllc pour 14 patientes et IV pour 4
patientes. Une chimiothérapie néoadjuvante par carboplatine/taxol était réalisée pour

toutes les patientes, le nombre de cures variant de 6 a 8 (médiane 6).

Le délai entre la chimiothérapie néoadjuvante et la chirurgie d’exérése variait de 3 a

8 mois.

Une patiente est décédée lors de l'intervention, elle n’a pas été incluse dans les

analyses de survie.

L’exérese était considérée macroscopiquement compléte pour 13 patientes, un
reliquat tumoral infra-centimétrique était noté pour une patiente. Le reliquat était de

plus de 1 cm pour les 3 autres patientes.

A la fin de I'étude, 14 des 17 patientes (82%) avaient récidive, et 9 patientes étaient
décédeées. La survie sans récidive médiane était de 10 mois, la survie globale

médiane de 24 mois.
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Parametres Total

Nombre de patientes 18
Age, années :
Médiane 63
Ecart 47-74
Stade FIGO
llic 14 (78%)
\Y; 4 (22%)
Nombre de cures de chimiothérapie
néoadjuvante :
8 2 (11%)
7 4 (22%)
6 12 (67%)
Médiane 6

Délai chimiothérapie néoadjuvante-
chirurgie d’exérése, mois :

Médiane 9

Ecart 3-8
Reliquat tumoral aprés chirurgie” :

Absent 13 (76%)
<1cm 1(6%)
> 1cm 3 (18%)

Evolution, mois” :

Récidive 14 (82%)

Déceés 9 (53%)
Survie sans récidive, mois

Médiane 10

Ecart 3-62
Survie globale, mois  :

Médiane 24

Ecart 10-94

Une patiente décédée pendant lintervention n'a pas été incluse dans cette analyse.

Tableau 5 : Caractéristiques cliniques des patientes




B. EVALUATION PRONOSTIQUE DES CARACTERISTIQUES
CLINIQUES

Le tableau 6 résume les résultats de I'évaluation pronostique des caractéristiques
cliniques. Trois criteres ont été étudiés: le stade au moment du diagnostic (lllc ou
V), le nombre de cures de chimiothérapie néoadjuvante et le caractére complet ou
incomplet de I'exérése. Aucun de ces criteres ne présentait de valeur pronostique
sur la survie globale et la survie sans récidive, en dehors du stade llic qui était

associé a une survie plus longue sans récidive (12 mois) que le stade IV (8 mois)

(P=0,0005).
Survie globale médiane, mois
’ ; Intervalle de
Sous—?roupe Sous—groupe Hazardratio | .onfiance a 95% P
Stade lllc (28) IV (24) 1,2479 0,3678 - 4,2345 0,6954
Nombre de
cures de 6 (23,5) >6 (33) 1,0907 0,3602 - 3,3026 0,8703
chimiothérapie
Ciairess | Complete (24) | InGompicte 16086 | 04333-59719 | 0,3942

Survie sans récidive médiane,

mois g Intervalle de
Sous—?roupe Sous—groupe Hazardratio | onfiance & 95% i
Stade lllc (12) IV (8) 5,2599 0,6812 - 40,6143 0,0005
Nombre de
cures de 6 (10,5) >6 (9) 1,1640 0,3797 - 3,5681 0,7584
chimiothérapie
Qualité de ; Incompléte
P itee Complete (11) (11,5) 1,7018 0,4481 - 6,4635 0,3068

Tableau 6 : Temps de survie cumulé calculé par méthode de Kaplan-Meier et analysé par log-
rank test, en fonction des paramétres cliniques.
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C. I'EVAI:UATION PRONOSTIQUE DE LA REGRESSION TUMORALE
APRES CHIMIOTHERAPIE

La régression tumorale a été évaluée selon 4 grades. L’analyse de la survie globale
sépareée de ces 4 grades par méthode de Kaplan-Meier ne montrait pas de valeur
pronostique significative (P=0,9042) [Figure 10] ainsi que I'analyse de la survie sans

récidive (P=0,5326).

I P=0,9042
g0 Log Rank test
2 ol Tiroee Figure 10 : analyse par méthode
: -1 = de Kaplan-Meier de la survie
L : globale pour chacun des 4 grades
e de régression tumorale.
® 20

0 1 1 1
60 80 100
Time

Number at risk
Group: 0

3 3 2 0 0 0
Group: 1

6 3 1 1 1 0
Group: 2

6 4 1 1 1 0
Group: 3

2 1 0 0 0 0

Etant donné le faible effectif de la population, chacun des quatre sous-groupes était
faiblement représenté. Nous avons assemblé les sous-groupes 0 et 1 et les sous-
groupes 2 et 3 afin d’augmenter la représentativité de I'analyse. Sur le plan pratique,
la séparation des 2 nouveaux sous-groupes est assez simple, en distinguant les cas
avec moins de 50% de régression tumorale (groupe A rassemblant les sous-groupes
0 et 1) des cas avec plus de 50% de régression (groupe B rassemblant les sous-

groupes 2 et 3).

L’analyse de survie globale ne montrait cependant pas de signification pronostique

51



pour ces deux nouveaux groupes aussi bien pour la survie globale (hazard ratio =
1,2523 ; Cl a 95% = 0,4243-3,6960 ; P = 0,6622) [Figure 11] que pour la survie

sans récidive (hazard ratio = 0,8759 ; Cl a 95% = 0,3063 - 2,5052 ; P = 0,7840)

P=0,6622

Log Rank test
Figure 11: analyse de la survie

e globale par méthode de Kaplan-

LR Meier des 2 groupes rassemblant

= les grades de régression
tumorale : 0 et 1 pour le groupe A
et 2 et 3 pour le groupe B.

Survival probability (%)

oh Il 1 " Il Il Il
0

Time
Number at risk
Group: A

Group: B



D. EVALUATION PRONOSTIQUE DE LA PROLIFERATION APRES
CHIMIOTHERAPIE

La prolifération tumorale aprés chimiothérapie était évaluée de deux fagons:

= Compte mitotique maximum sur 10 champs a fort grandissement (x 400)

= Index de prolifération Ki67

Dans les deux cas I'évaluation se faisait au niveau de la zone la plus proliférante, en
général dans la méme région pour les 2 techniques, mais pas sur des coupes
attenantes (le compte mitotique a été réalisé sur la coupe HES initiale de I'étude
diagnostique, la technique immunohistochimique a été faite dans un deuxiéme

temps lors de la nouvelle série de techniques dédiées a cette étude).

L’analyse des deux variables par test de corrélation de Pearson ne montre pas
d’association « tout a fait significative » (coefficient de corrélation (r) = 0,4617 ; Cl a
95% =-0.04420 a 0.7792 ; P = 0.0718). La recherche d’une signification pronostique
a donc été réalisée pour les 2 variables en séparant les sous-groupes par la

médiane.

La survie globale médiane est plus élevée dans le groupe présentant une faible

prolifération aprés chimiothérapie [Tableau 7]:

= Compte mitotique inférieur a 11 avec une survie de 33 mois contre 19 mois
pour les tumeurs avec compte mitotique supérieur a 11.
» |Index Ki67 inférieur a 30 avec une survie de 24 mois contre 21 mois pour les

tumeurs avec index Ki67 supérieur a 30.
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La différence entre les deux groupes prolifération élevée / prolifération faible semble
plus nettement soulignée par I'évaluation du compte mitotique que par I'index Ki67,
sans cependant atteindre de significativité pronostique dans les deux cas (P=0,1632

et P=0,9164 respectivement).

De la méme fagon, la survie sans récidive est plus élevée dans les tumeurs
faiblement proliférantes, aussi bien aprés évaluation par compte mitotique que par
index Ki67, sans atteindre de significativité pronostique dans les deux cas

(P=0,2332 et P=0,9128 respectivement) [Tableau 7].

Survie globale médiane, mois
’ : Intervalle de
- - Hazard ratio | nfiance a 95% P
< médiane > médiane
Compte
mitotique 33 19 1,9933 0,6154 - 6,4563 0,1632
Index Ki67 24 21 0,9471 0,3200-2,8033 0,9164
Survie sans récidive médiane,
mois ; Intervalle de
— — Hazard ratio | .nfiance a 95% 7
< médiane > médiane
Compte
mitotique 12 10 1,7327 0,5537 - 5,4222 0,2332
Index Ki67 12 10,5 0,9500 0,3208 - 2,8131 0,9128

Tableau 7 : Temps de survie cumulé calculé par méthode de Kaplan-Meier et analysé par log-

rank test, en fonction du niveau de prolifération évalué par compte mitotique et index Ki67.
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E. EVALUATION PRONOSTIQUE DE L’INFILTRAT
LYMPHOCYTAIRE INTRA-TUMORAL APRES CHIMIOTHERAPIE

La distribution de l'infiltrat lymphocytaire exprimant CD3 et CD8 était relativement
symétrique dans la population étudiée, nous avons donc adopté la médiane pour
distinguer les deux sous-groupes « infiltrat lymphocytaire peu abondant » et « infiltrat

lymphocytaire abondant » [Tableau 8 et graphique 1].

Par contre, une nette asymétrie de la distribution dans notre population était
observée concernant I'expression de FoxP3 (de nombreuses patientes présentaient
un infiltrat de faible abondance et une minorité un infiltrat de forte abondance). Deux
analyses ont été réalisées, une en séparant les deux sous-groupes a partir de la

meédiane, une autre a partir du premier tertile [Tableau 8 et graphique 1].

Pour l'infiltrat lymphocytaire exprimant CD20, nous n’avons retenu que la présence
ou l'absence d’un infiltrat intra-épithélial comme critére d’évaluation, sans le

quantifier, étant donnée sa trés faible abondance.

Moyenne Médiane 1% tertile Ecart-type Ecart
CD3 18,9 14 Non utilisé 13,1 3,5-50,4
CD8 12,6 9,4 Non utilisé 12,5 2-42.,6
FoxP3 4.1 2,4 1 4,6 0-18
CD8/CD3 0,67 0,67 Non utilisé 0,16 0,38-0,86
CD8/FoxP3 " 5,1 4,3 Non utilisé 3,9 0,69-11

2 des 17 patientes ont été exclues de ce rapport (dénominateur FoxP3=0)

Tableau 8 : Description statistique de I'infiltrat lymphocytaire
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nombre de cas

e v, . .

5-10 | 10-15 | 15-20 | 20-25 | 25-30 | 30-35 | 35-40 | 40-45 | 45-50 | 50-55

Hcd3 2 4 3 1 1 3 1 1 0 0 1
M cd8 4 5 3 2 0 2 0 0 1 0 0
foxp3 11 5 0 1 0 0 0 0 0 0 0

Nombre de lymphocytes intra-épithéliaux

Graphique 1: Histogramme représentant la fréquence des distributions de [Iinfiltrat
lymphocytaire CD3, CD8 et FoxP3 dans la population.

La présence de lymphocytes CD3" intra-épithéliaux a une valeur pronostique. Le
sous-groupe comportant le plus grand nombre de lymphocytes (>14) présentait une
survie globale plus élevée, avec une médiane de 32 mois contre 15,5 mois pour le

sous-groupe de faible densité lymphocytaire. (P=0,0206) [Tableau 9 et figure 12 A].

Nous avons donc dans un deuxieme temps étudié différentes populations de

lymphocytes T.

Le sous-groupe de patientes avec l'infiltrat lymphocytaire CD8" le plus abondant (>
9,4) avait une survie globale significativement plus longue (survie globale médiane

de 36,5 mois contre 19 mois) (P=0,0064) [Tableau 9 et figure 12 B].

L’analyse de I'expression de CD4 en immunohistochimie n’a pas pu étre réalisée de
facon fiable, la technique ne montrant qu’'un marquage de faible intensité et obscurci

par le marquage des macrophages, assez nombreux dans les tissus aprés la lyse
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tumorale induite par la chimiothérapie. Nous avons donc utilisé le rapport entre le
nombre de lymphocytes CD3 et de lymphocytes CD8 (tous deux significativement
associés a la survie globale), pour indirectement évaluer le réle des lymphocytes
CD4 dans I'évolution des patientes (en supposant que la trés grande maijorité de
I'infiltrat CD3" / CD8" correspond a des lymphocytes CD4). Il a de plus été démontré
dans la littérature que le rapport CD4/CD8 a une valeur pronostique dans les
carcinomes ovariens étudiés avant chimiothérapie, mais pas le nombre absolu de
CD4, ce qui semblait en faveur d’'une action modulatrice des lymphocytes CD4 sur
les lymphocytes CD8 [42]. Dans notre groupe de patientes, le rapport CD8/CD3 ne
présente pas de valeur pronostique (hazard ratio = P=0,9718) [Tableau 9 et figure

12 CJ.

De la méme facgon, linfiltrat intra-tumoral de la sous-population de lymphocytes T
exprimant FoxP3 n’est pas associé a la survie (P=0,4175 en utilisant la médiane
pour distinguer les deux sous-groupes ; P=0,5603 en utilisant le premier tertile pour
distinguer les deux sous-groupes). Il en est de méme pour le rapport CD8/FoxP3

(P=0,5060) [Tableau 9 et figure 13 G,H].

La présence (contre lI'absence) d'un infiltrat intra-tumoral CD20+ a une valeur
pronostique, avec une survie globale de 37,5 mois contre 22 mois (P=0,0193)

[Tableau 9 et figure 13 1].
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Survie globale médiane, mois

Intervalle de

Infiltrat Infiltrat i [ >
lymphocytaire | lymphocytaire Hazard ratio | ;onfiance & 95% P
< médiane > médiane
CD3 15,5 32 0,3463 0,1045 - 1,1479 0,0206
CD8 19 36,5 0,2960 0,09252 - 0,9469 0,0064
CD8/CD3 23 24 0,9823 0,3445 - 2,8006 0,9718
FoxP3 17,5 32 0,6635 0,2276 - 1,9339 0,4175
CD8/FoxP3 28,5 16 1,4024 0,4917 - 3,9996 0,5060
Survie globale médiane, mois
Infiltrat Infiltrat ' Intervalle de
lymphocytaire | lymphocytaire Hazard ratio | confiance & 95% P
< 1% tertile > 1% tertile
FoxP3 17,5 24 0,7394 0,2365 - 2,3121 0,5603
Survie globale médiane, mois
Infiltrat Infiltrat i Intervalle de
lymphocytaire | lymphocytaire Hazard ratio | confiance & 95% P
présent absent
CD20 37,5 22 0,3609 0,1102 - 1,1824 0,0193

Tableau 9: Temps de survie globale cumulé calculé par méthode de Kaplan-Meier et analysé

par log-rank test en fonction de l'infiltrat lymphocytaire.
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L’ensemble des critéres étudiés n’a pas de valeur pronostique significative sur la

survie sans récidive [Tableau 10, figure 12 D, E, F et figure 13 J, K, L)]

Survie sans récidive médiane,
mois
Infiltrat Infiltrat Hazard ratio cowf‘?g;vc@g %%% P
lymphocytaire | lymphocytaire
< médiane > médiane
CD3 12 10 0,7355 0,2548 - 2,1231 0,4854
CcD8 10 12,5 0,5612 0,1947 -1,6177 0,1885
CD8/CD3 12 10 1,1399 0,3989 - 3,2573 0,7848
FoxP3 12 10,5 0,6211 0,1850-2,0852 0,3492
CD8/FoxP3 11,5 10 1,2645 0,4260 - 3,7538 0,6359
Survie sans récidive médiane,
mois
Infiltrat Infiltrat Hazard ratio colr?fﬁglr'lvcae"g %%% P
lymphocytaire | lymphocytaire
< 1% tertile > 1% tertile
FoxP3 10 11,5 0,6211 0,1850-2,0852 0,3492
Survie sans récidive médiane,
mois
Infiltrat Infiltrat Hazard ratio co'r?fESBVcae"Z %%% P
lymphocytaire | lymphocytaire
présent absent
CD20 12 11 0,5629 0,1890-1,6762 0,1984

Tableau 10 : Temps de survie sans récidive cumulé calculé par méthode de Kaplan-Meier et
analysé par log-rank test en fonction de I'infiltrat lymphocytaire.
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Survie globale

Survie sans récidive

Figure 12 : Temps de survie cumulé calculé par méthode de Kaplan-Meier et analysé par log-
rank test. Colonne de gauche pour la survie globale et colonne de droite pour la survie sans
récidive (CD3: AetD;CD8:BetE; CD8/CD3:CetF)
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Figure 13 : Temps de survie cumulé calculé par méthode de Kaplan-Meier et analysé par log-
rank test. Colonne de gauche pour la survie globale et colonne de droite pour la survie sans
récidive (FoxP3 : Get J; CD8/FoxP3: Het K; CD20 :1etL)
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F. EVALUATION PRONOSTIQUE DE L’INFILTRAT ]
LYMPHOCYTAIRE INTRA-TUMORAL AVANT CHIMIOTHERAPIE
SUR BIOPSIE

Dans notre étude, les blocs d’inclusion en paraffine de la biopsie et de la piece
opératoire étaient disponibles pour 16 patientes. Dans un premier temps, nous
avons calculé la corrélation entre les infiltrats T CD3+, T CD8 + et T FoxP3 + sur
biopsies et pieces opératoires. Nous trouvons des coefficients de corrélation r
faibles, et méme négatif pour FoxP3, respectivement de r=0,1095 (intervalle de
confiance a 95% = 0,4084 a 0,5741, P=0,6863), r=0,2517 (intervalle de confiance a
95% = 0,2788 a 0,6645, P=0,3469), r=-0,2122 (intervalle de confiance a
95% = - 0,6405 a 0,3168, P= 0,4301). Il n’y a donc pas de corrélation significative

entre I'importance des infiltrats lymphocytaires sur biopsies et piéces [Figure 14].
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Etant donnée l'absence de corrélation entre les deux données, deux hypothéses
sont possibles:

= La chimiothérapie induit des modifications de l'infiltrat lymphocytaire

= La représentativité des biopsies est insuffisante pour caractériser de fagon
fiable I'infiltrat lymphocytaire.

Pour étayer ces hypothéses, nous avons dans un second temps évalué les valeurs
pronostiques des différents types d’infiltrat lymphocytaire sur les biopsies. En effet,
de grandes séries ont déja été réalisées sur des tumeurs ovariennes, ce qui nous
permet de confronter les résultats de notre série de biopsies aux données de la
littérature.

Nous n’avons pas démontré de valeur pronostique aux infiltrats T CD3+, TCD8+ et T
FoxP3 a la fois sur la survie globale et la survie sans récidive [tableau 11].
Paradoxalement, des infiltrats T CD3+ et T CD8+ faibles étaient associés a une

augmentation (non significative) de la survie.

Survie globale médiane, mois

) - : Intervalle de
Infiltrat Infiltrat Hazard ratio - 3 P
lymphocytaire | lymphocytaire confiance a 95%
< médiane > médiane
CD3 24 22,5 1,0458 0,3520 - 3,1069 0,9309
CcD8 24 22,5 1,0458 0,3520 - 3,1069 0,9309
FoxP3 24,5 23,5 1,5089 0,5085 -4,4776 0,4303
Survie sans récidive médiane,
mois
Infiltrat Infiltrat Hazard ratio |  jnfervallede P
lymphocytaire | lymphocytaire
< médiane > médiane
CD3 12 11 1,4208 0,4765 - 4,2365 0,4845
CcD8 12 11 1,4208 0,4765 - 4,2365 0,4845
FoxP3 13 10,5 1,5884 0,5355-4,7111 0,3591

Tableau 11 : Temps de survies globale et sans récidive cumulés calculés par méthode de
Kaplan-Meier et analysés par log-rank test en fonction de l'infiltrat lymphocytaire mesuré sur
les biopsies avant chimiothérapie.




DISCUSSION

Dans notre étude, nous avons tenté de rechercher des critéres
histopronostiques significativement corrélés a la survie aprés chimiothérapie
néoadjuvante dans les carcinomes séreux de haut grade de stades évolués.
Cette stratégie thérapeutique permet de diminuer la morbi-mortalité per et post-
opératoire dans la prise en charge de ces cancers, sans diminuer la survie globale
des patientes [31]. Elle tend a se développer, ce qui est reflété dans la recherche
rétrospective que nous avons réalisée dans notre laboratoire, le nombre de patientes

avec ce type de prise en charge augmentant nettement les toutes derniéres années.

En nous inspirant de grades de régression tumorale validés et utilisés en
pratique courante dans d’autres organes (cesophage, rectum et sein en particulier),
nous avons retenu les critéres les plus fiables possibles. Nous n’avons pas montré
de valeur pronostique significative sur la survie globale et sans récidive pour notre
grade de régression tumorale, a l'inverse des classifications utilisées en pratique

courante dans les cancers de I'cesophage [35] et du rectum [36].

Nous avons d’abord été confrontés a des difficultés d’évaluation de la
régression globale des lésions. La prise en charge des carcinomes ovariens a la
particularité de donner une place centrale a la chirurgie dans des tumeurs évoluées
et métastatiques [4]. Les carcinomes oesophagiens et rectaux sont le plus souvent
pris en charge avec un volume tumoral plus faible et sont souvent plus localisés. Il
est ainsi plus simple d'évaluer sur une piéce le volume tumoral initial et donc
d’évaluer le pourcentage de régression. De plus, on dispose des repéres

anatomiques (muqueuse, sous-muqueuse, musculeuse et adventice) qui aident a
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la caractérisation des signes de régression tumorale du fait de la désorganisation
architecturale induite. Dans notre étude, nous ne bénéficions pas de ces reperes. lls
ne sont en effet pas présents au sein de I'ovaire et du tissu fibro-adipeux péritonéal,
principaux sieges des meétastases. Par exemple, l'atteinte péritonéale, volontiers
multifocale, se caractérise plutbét par une extension a la surface péritonéale sans
importante invasion en profondeur. De ce fait, en cas de régression tumorale, il n’est
pas toujours visualisé d’importantes Iésions de fibrose et 'on n'observe pas de
dissociation de repéres anatomiques facilement indentifiables, comme des organes
de voisinage infiltrés [39]. Enfin, la multiplicité des prélevements effectués lors d’une
chirurgie ovarienne rend difficile I'appréciation globale du pourcentage de régression

tumorale.

La caractérisation de critéres de régression tumorale spécifiques est le
deuxiéme écueil auquel on a da faire face lors de notre étude. Les rares études
de la régression tumorale post-chimiothérapie dans les carcinomes ovariens ont
obtenu des résultats contradictoires. Le et al [37] ont montré que la présence
d’'importants signes de régression tumorale histologique était corrélée a une survie
prolongée. Ces auteurs ont utilisé comme criteres de régression la présence d'un
infiltrat macrophagique, de nécrose, de fibrose et d’'une inflammation tumorale. En
accord avec nos résultats, deux autres études [38, 39] ne trouvent pas de valeur
pronostique significative a la régression histologique aprés chimiothérapie. Ferron et
al [38] utilisent comme critéres de régression la présence de nécrose et I'évaluation
de la prolifération. On voit que le choix de différents critéres histopathologiques de
régression peut avoir provoqueé les résultats hétérogénes des différentes études.

Sassen et al [39] ont évalué de fagon systématique de potentiels critéres
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histopathologiques de régression, en comparant une série de tumeurs sans
chimiothérapie a une série de tumeurs aprés chimiothérapie. Le mode d’infiltration
tumorale (en larges massifs pour les tumeurs sans chimiothérapie, en petits amas
dispersés pour les tumeurs aprés chimiothérapie), I'importance de la fibrose, la
présence de macrophages spumeux ou de cellules géantes résorptives étaient les
critéres les plus fiables en faveur de signes de régression post-chimiothérapie, avec
des spécificités respectives de 100 ; 85,7 ; 80 et 97,1%. La sensibilité de ces criteres
histologiques était plutt faible puisqu’elle variait de 18,4% (pour la présence de
cellules géantes) a 63,3% (pour la fibrose). D’autres critéres étaient moins
spécifiques (nécrose, inflammation, hémosidérine). La nécrose était plus souvent
présente avant chimiothérapie (94,3% des cas alors qu’aprés chimiothérapie 67,3%
des cas), et apparaissait plutét corrélée au volume tumoral. Dans notre étude, nous
avons tendance a confirmer ces données car nous avons observé des lésions de
nécrose tumorale sur 7 des 18 biopsies pré-thérapeutiques, soit 39% (qui sont
pourtant des prélevements de petite taille). Or, Le et al [37] et Ferron et al [38]

utilisaient ce critere comme signe de régression tumorale post-chimiothérapie.

La régression tumorale est un processus dynamique et les signes
histologiques tendent a progressivement disparaitre lorsque la tumeur est en
involution importante, ne laissant place qu’a une cicatrice fibreuse de petite taille
[39]. Il est donc important, si possible, d’évaluer la taille du reliquat tumoral et son
degré d’involution par rapport a la taille initiale avant chimiothérapie, en corrélation
avec les signes de régression, comme ce qui est réalisé dans des classifications
validées pour d’autres organes (I'oesophage par exemple). En pathologie ovarienne,

étant donné que I'on peut difficilement connaitre précisément la taille de la lésion
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avant chimiothérapie, on doit se contenter d’'une évaluation du rapport tumeur
résiduelle/signes de régression (comme ce que nous avons défini dans notre grade),
ce qui peut minorer I'estimation de la régression tumorale dans les tumeurs en
involution extensive (forte diminution de la tumeur mais également des signes de

régression).

L’étude de Ferron et al [38] utilise de plus comme second critéere I'index
mitotique. Cela nous a semblé opportun et complémentaire de I'étude de la
régression. En effet, I’évaluation de la prolifération tumorale pourrait étre un
signe de « vitalité tumorale » persistante (contre un signe de « mort tumorale » pour
la régression). Nous avons testé deux méthodes d’évaluation de la prolifération
tumorale: le compte mitotique et I'index ki67. De fagon surprenante, alors qu’il s’agit
de mémes régions tumorales sur les mémes lames qui ont été mesurées, nous ne
trouvons pas de corrélation « tout a fait significative » entre ces deux méthodes
(p=0,0718 par test de Pearson). Cela peut étre lié d’'une part au fait que le compte
mitotique s’effectue sur une surface donnée (0,30 mm?) alors que 'index ki67 est
mesuré sur un nombre donné de cellules (et exprimé en pourcentage). Nous
sommes donc tributaires de la densité cellulaire pour une analyse fiable de I'index
mitotique, en particulier pour les tumeurs ayant fortement régressé qui sont de faible
densité cellulaire. Comme on s’affranchit de cet obstacle pour I'évaluation de I'index
ki67, on pourrait en attendre une meilleure valeur pronostique. Ce n’est pas le cas
dans notre étude, car, bien que non significative, la différence de survie globale
entre les groupes compte mitotique bas / compte mitotique élevé (33 mois contre 19
mois, p=0,1632) est plus importante qu’entre les groupes index ki67 faible / index

ki67 élevé (24 contre 21 mois, p=0,9128). Une évaluation semi-quantitative de
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I'index ki67 n'apparait pas satisfaisante, et, a l'instar du compte mitotique, un compte

précis doit étre préconisé [65].

Plusieurs études ont montré que la présence de lymphocytes T intra-
tumoraux était associée a un meilleur pronostic dans les cancers ovariens [40,
43, 66]. D’autres études suggerent que, plus que le nombre de lymphocytes T
(définis par I’expression de CD3), le type des lymphocytes T CD8+ ou CD4+

intra-tumoraux serait encore plus déterminant pour le pronostic.

La fonction des lymphocytes T CD4+ et CD8+ est médiée par I'expression
de leurs récepteurs CD4 et CD8. Le récepteur des cellules T (TCR) des lymphocytes
CD8+ est restreint a la reconnaissance des antigeénes présentés par le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe | a la différence des lymphocytes CD4+
qui eux reconnaissent les antigénes associés au CMH de classe Il. La plupart des
tumeurs comportant le CMH de classe | et non le CMH de classe I, les études sur la
réponse immunitaire anti-tumorale ont été initialement portées aux lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques, capables de reconnaitre directement les antigénes tumoraux
associes au CMH de classe | et d'induire une réponse anti-tumorale. Les
lymphocytes T CD4+ présentent eux une capacité limitée de reconnaissance directe
des antigenes tumoraux et leur réle est souvent d’interagir avec les lymphocytes T
CD8+ cytotoxiques et de moduler leur activité [67]. Ainsi, plus recemment, plusieurs
équipes ont suggeéré qu’'une partie de ces lymphocytes T CD4+, les lymphocytes T
régulateurs (T reg), T CD4+ CD25+ FoxP3 +, diminuerait la capacité de I'hbte a se
défendre contre les cellules tumorales [42, 53, 67] en modulant la réponse
immunitaire T CD8+. Les lymphocytes « anti-tumoraux » migrant vers le site

tumoral seraient inhibés par ce mécanisme, la tumeur créant une sorte
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d’environnement immunosuppressif pour promouvoir sa croissance [67]. En théorie,
la présence de lymphocytes T CD8+ serait bénéfique alors que celle de lymphocytes
Treg serait défavorable au pronostic. Les lymphocytes T CD3 + étant nettement
majoritairement de type CD8 dans l'infiltrat intra-tumoral, une action bénéfique est

aussi théoriquement attendue [42].

Plusieurs études ont montré que la présence de lymphocytes T CD3+
intra-tumoraux était associée a un meilleur pronostic dans les cancers
ovariens sans chimiothérapie [40, 43, 66]. L’équipe de Sato [42] a davantage typé
linfiltrat lymphocytaire intra-épithélial T au sein des carcinomes ovariens. lls ont
montré que la présence de lymphocytes intra-épithéliaux T CD8+ était associée a un
meilleur pronostic. Cette donnée a été confirmée dans d’autres études, dans I'ovaire
[43, 68] et d’autres organes comme le colon [41, 64], le sein [44] ou le poumon [45].
L’originalité de notre étude est de montrer que la présence d’un infiltrat intra-
épithélial T CD3+ et T CD8+ est associée a une survie prolongée des patientes
suivies pour carcinome séreux de haut grade a un stade avancé traitées par
chimiothérapie néoadjuvante. Leur quantification aprés chimiothérapie reste donc
pertinente pour le pronostic des patientes et pourrait avoir une valeur prédictive si

des traitements immunomodulateurs anti-tumoraux se développaient.

Les résultats concernant la valeur pronostique de [linfiltrat intra-
tumoral Treg sont trés discordants dans la littérature. Dans notre série, nous
n‘avons pas déemontré de valeur pronostique a la présence de Treg, ce qui est
corroboré par l'unique autre étude s’intéressant aux carcinomes ovariens aprés
chimiothérapie [63], ainsi que par une série conséquente de carcinomes ovariens

étudiés avant chimiothérapie [42]. Par contre, d’autres études lui ont conféré une

69



valeur pronostique défavorable dans des carcinomes ovariens [53], des carcinomes
colorectaux [62], ORL [69] ou des hépatocarcinomes [70]. De facon paradoxale,
dans une étude, linfiltrat Treg est associé a un pronostic favorable dans des

carcinomes ovariens [71].

Il est probable que les grandes discordances recensées soient liées a
I'absence d’'uniformité des critéres de définition des Treg dans les différentes études.
Leur phénotype le plus complet est: CD3+ CD4+ CD25+ FoxP3+. Curiel et al ont
qualifié de lymphocytes T régulateurs les lymphocytes T CD4+ CD25+. Or, le CD25
(sous-unité alpha du récepteur de linterleukine 2) est aussi exprimé par les
lymphocytes T activés, non régulateurs [42]. L'expression de FoxP3 est retenue
comme critére de définition des Treg dans la majorité des études [69, 62, 63, 70].
Or, Dans la littérature, il est décrit la possible expression de FoxP3 par des
lymphocytes T non régulateurs [49, 67]. Le phénotypage le plus complet semble
donc étre un double marquage FoxP3/CD25, retenu uniquement par Sato et al, qui
n’ont pas trouvé de valeur pronostique a l'infiltrat tumoral Treg dans les carcinomes

ovariens.

Nous observons une valeur pronostique favorable de l'infiltrat CD20+ dans
notre seérie. Trés peu d’études sont disponibles concernant 'immunité humorale et
son action anti-tumorale. Sur de petites séries [72], nos résultats semblent confirmés
pour la valeur pronostique des lymphocytes B sans que les mécanismes

immunologiques sous-jacents ne soient clairement établis.
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Contrairement a ce qui est observé sur les pieces opératoires aprés
chimiothérapie, [linfiltrat inflammatoire CD3 et CD8 sur biopsie pré-
chimiothérapie n’avait pas de valeur pronostique. De plus, il n’était pas corrélé
a celui observé sur les piéces opératoires. Nous pensons que la petite taille du
prélevement biopsique ne permet pas une évaluation fiable de I'inflammation.
En effet, les infiltrats CD3 et/ou CD8 étudiés sur de grandes séries, significativement
associés au pronostic, étaient évalués sur des pieces opératoires [40,42]. Une seule
étude a comparée linfiltrat lymphocytaire avant (sur biopsie) et aprés (sur piéce)
chimiothérapie dans les cancers de l'ovaire [63]. Les auteurs ne trouvent un effet
significatif de l'infiltrat sur le pronostic que sur piéces opératoires. Cependant, ils
retiennent I'hypothése que la chimiothérapie induit des modifications immunitaires,

favorisant la réaction anti-tumorale.

Peu de données bibliographiques sont a ce jour disponibles concernant
I'effet de la chimiothérapie néoadjuvante sur I'inflammation anti-tumorale. Demaria et
al [73] ont suggéré que I'apoptose induite par le paclitaxel au sein de carcinomes
mammaires traités par chimiothérapie néoadjuvante pouvait augmenter
'immunogénicité tumorale en fournissant aux cellules dendritiques des antigenes
tumoraux a présenter aux lymphocytes. lls montraient par ailleurs que les
carcinomes associés a une meilleure réponse histologique a la chimiothérapie
étaient plus souvent siége de lymphocytes intra-tumoraux. Le paclitaxel donné a
intervalles réguliers agirait aussi sur la vascularisation tumorale et faciliterait la

distribution du traitement et des lymphocytes T [74].
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Ladoire et al [75] ont montré qu'une réponse histologique compléte a la
chimiothérapie néoadjuvante (a base d’anthracyclines +/- trastuzumab) au sein de
carcinomes mammaires était associée a une disparition des Treg alors que les Treg
restaient nombreux au sein des carcinomes des sujets non répondeurs. Les
lymphocytes intra-épithéliaux T CD3+ et T CD8+ étaient stables en nombre
comparés a linfiltrat pré-thérapeutique. Ainsi, le rapport CD8/FoxP3 était augmenté
aprés chimiothérapie chez les sujets avec excellente réponse histologique. lls
concluaient a l'induction par la chimiothérapie d’une réponse immune anti-tumorale
participant a l'efficacité de la chimiothérapie. En 2011, cette méme équipe a montré
qu’un infiltrat lymphocytaire T CD8+ important et un rapport CD8/FoxP3 favorable
(CD8 haut, FoxP3 bas) en post-chimiothérapie étaient corrélés a une survie

prolongée.

Une des forces de notre étude est d’avoir constitué un groupe
homogéne de patientes: étude unicentrique portant sur un type histologique
(carcinome séreux de haut grade), avec une prise en charge constante (une équipe
chirurgicale et un protocole de chimiothérapie commun a toutes les patientes). Ainsi,
en se focalisant sur les carcinomes séreux de haut grade, nous trouvons une
signification pronostique a l'infiltrat T CD3+, comme Clarke et al (2009) qui, par
ailleurs, ne confirment pas ce résultat pour les autres types histologiques. Sato et al
[42], en travaillant sur des carcinomes de types histologiques et de grades différents,

ne démontrent pas de valeur pronostique a l'infiltrat T CD3+.

La rangcon d’établir un groupe homogéne de patientes atteintes d’un
carcinome relativement peu fréquent et bénéficiant d’'un nouveau type de

prise en charge est d’aboutir a un recrutement faible. Nous devrons confirmer
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nos résultats en élargissant notre recrutement. De plus, pour une éventuelle
application en pratique courante, seules de larges séries pourront établir les seuils
quantitatifs de l'infiltrat lymphocytaire permettant de distinguer les groupes a risque

des groupes a pronostic favorable [44].
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CONCLUSION

Des stratégies thérapeutiques basées sur une chimiothérapie néoadjuvante ont
récemment été validées dans les carcinomes ovariens a un stade avancé. Elles
permettent de réduire la morbi-mortalité péri-opératoire et d’optimiser la résection
chirurgicale.

Dans notre étude, la régression tumorale histologique aprés chimiothérapie et le
niveau de prolifération ne sont pas corrélés a la survie selon les critéres que nous
avons déterminés. Le caractére multifocal des Iésions carcinomateuses ainsi que la
difficulté a appréhender le volume tumoral avant chimiothérapie (absence de repére
anatomique au sein des organes cibles et caractére dynamique du processus de
régression) font obstacle a I'établissement d’'un score de régression tumorale
histologique.

Nous avons montré que la présence d’'un infiltrat lymphocytaire intra-tumoral T CD3+
et T CD8+ conserve une valeur pronostique apres chimiothérapie néoadjuvante
puisque la survie des patientes est prolongée lorsque linfiltrat lymphocytaire intra-
épithélial est plus dense. L'étude de linfiltrat lymphocytaire intra-tumoral sur piéces
d’exérese aprés chimiothérapie pourrait permettre de fournir des informations
pronostiques et éventuellement prédictives dans les carcinomes séreux de haut
grade. Cette valeur pronostique de linfiltrat lymphocytaire n'a pas été observée sur
les biopsies pré-thérapeutiques, la représentativitt des biopsies semblant
insuffisante pour une étude fiable de l'infiltrat lymphocytaire intra-tumoral.

Ces résultats sont cependant préliminaires car nécessitent d’étre confirmés sur une

plus grande série de patientes en élargissant notre recrutement.
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Résumé:

Des stratégies thérapeutiques basées sur une chimiothérapie néoadjuvante ont reccemment été
validées dans les carcinomes ovariens a un stade avancé. Elles permettent de réduire la morbi-
mortalité péri-opératoire et d’optimiser la résection chirurgicale.

Notre étude rétrospective (2003-2011) a porté sur 'ensemble des cas de carcinome séreux de haut
grade découverts a un stade llic ou IV, traités par chimiothérapie néoadjuvante (Carboplatine et
Taxol) puis chirurgie d’intervalle au CHRU de Lille.

Une relecture des lames (biopsies diagnostiques et piéces d’exérése) a été effectuée afin d’évaluer
la valeur pronostique de la présence de signes histologiques de régression tumorale (rapport
tumeur/fibrose, histiocytes spumeux et pigments d’hémosidérine) et de prolifération cellulaire (index
mitotique et index de prolifération du Ki67). Nous avons évalué et caractérisé par
immunohistochimie l'infiltrat lymphocytaire intra-tumoral afin de déterminer son impact pronostique
aprés chimiothérapie, une valeur pronostique sur la survie ayant été démontrée dans plusieurs
séries de grande taille en cas de chirurgie premiére sur I'étude des piéces opératoires avant
chimiothérapie.

Dans notre étude, la présence d’une régression tumorale histologique et le niveau de prolifération
ne sont pas corrélés a la survie d’aprés les critéres que nous avons déterminés, malgré
I'optimisation de nos parametres d’évaluation. Le caractére multifocal des lésions de carcinome
séreux ainsi que la difficulté a appréhender le volume tumoral avant chimiothérapie du fait de
I'absence de repére anatomique au sein des organes cibles (ovaire, péritoine) et du caractére
dynamique du processus de régression, font obstacle a I'établissement d’'un score de régression
tumorale histologique.

Nous avons montré que la présence d’un infiltrat lymphocytaire intra-tumoral T CD3+ et T CD8+
conserve une valeur pronostique aprés chimiothérapie néoadjuvante puisque la survie des
patientes est prolongée dans le cas d’un infiltrat lymphocytaire plus dense (p=0,02 pour l'infiltrat T
CD3+ et p=0,006 pour linfiltrat T CD8+). Cette valeur pronostique de l'infiltrat T CD3+ et T CD8+
n’est pas observée sur les biopsies avant chimiothérapie. D’aprés nos résultats et en les
confrontant aux données de la littérature, la représentativité des biopsies semble insuffisante pour
une étude fiable de l'infiltrat inflammatoire.

Avec le développement des stratégies thérapeutiques basées sur une chimiothérapie
néoadjuvante, I'’étude de linfiltrat lymphocytaire intra-tumoral évalué sur piéces aprés
chimiothérapie pourrait fournir des informations pronostiques et éventuellement prédictives dans
les carcinomes séreux de haut grade de l'ovaire.
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